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应用 D ot 一 E L IS A 技术检测草鱼

出血病病毒的研究

邵健忠 项黎新 李亚南 毛树坚
(杭州大学

,

3 1(X) 12 )

摘 要 报道了斑点免疫吸附 E LISA (L以
.

E LISA )快速检测草鱼出血病病毒 (G CH V )的方法

以及对提纯病毒
、

染毒细胞内病毒和病鱼组织的检测结果
,

并对该方法的灵敏度与 S pA
一

Co A 和常规

E 口SA 法进行 了系统的比较
。

结果表明
,
D ot

~

E LISA 检出 G c H v 的最低含量为 3Pg
,

该灵敏度 比 S p A
,

C o A 和常规 E 日SA 法分别提高 10 倍和 20 倍
,

而且快速易行
,

是目前检测 G C H V 最为有效的方法
,

并

可在草鱼出血病临床诊断和病毒疫苗质量鉴定等方面得到应用
。

关健词 斑点酶联免疫吸附试验
,

草鱼出血病病毒
.

草鱼出血病
.

鱼病诊断

斑点免疫吸附 ELIS A (L以
.

E LISA ) 是近年建立的一种新的免疫检测技术
,

具有操作简便
、

灵敏度高等优点而在动植物病毒检测 中得到广泛应用〔B ed
e
等

,

19 8 4 ;孤bi等
,

1 9 85 」
。

草鱼 出

血病病毒 (。拙 s C呷 Hae以喊咫ic V 众u s
,

G CH V )是草鱼 出血病的病原
,

是呼肠孤病毒科 (Re
-

。访五dae )的一个新成员 [柯丽华等
,

19 吠)」
。

建立快速灵敏的检测技术是深人开展病毒血清学分

析以及草鱼出血病诊断和防治的重要 内容
。

目前有关 G CH V 免疫检测 技术 的研究主要见诸

常规酶联免疫吸附试验(E LIS A )和葡萄球菌 A 蛋白协 同凝集试验 (Sp A
.

CoA ) 等方法〔阂淑琴

等
,

1 9肠 ;杨广智等
,

199 1」
,

尚 未见 E以
-

EU S A 的研究报道
。

本文阐述 G C H V 的 L以
-

E LISA 检测

方法与应用及其与常规 E LISA 和 SPA
一

CoA 的 比较结果
。

1 材料与方法

1
.

1 G CH V 毒种来源及分离纯化

CC H V 毒种分别取 自浙江省湖州和杭州疫区 自然发病的出血病病鱼组织
,

用蔗糖密度梯

度离心法分离纯化
,

电镜及紫外分光光度吸收法测定纯度
,

并按 凡n e l等「19 7 4 」的 9
.

10 p 图、
”n

= l现酬m l测定病毒含量
。

1
.

2
·

兔 CO Jv 抗血清的制备及 地G 的分离纯化

参照阂淑琴等【19肠〕方法免疫大 白兔
,

琼脂双 向扩散法测定抗血清效价
,

待滴度达到 l:

2肠 左右
,

从颈动脉采血制备血清
,

经 (NH4 )
Zsq 沉淀后用 D E 阁巳 s叩ha de 为玺刃 柱层析法提纯

飞口
,

紫外分光光度法测定含量
。

1
.

3 鼠 CCH V 抗血清的制备

按常规腹腔注射法免疫 B AL B / C 鼠
,

待效价达到 1: 32 以上
,

从眼眶采血制备血清
,

经

收稿日期
: l望万一胎 一 07

。
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(N l几)
25 04 沉淀部分提纯后备用

。

1
.

4 被检病鱼组织材料的制备

取肝脏
、

肾脏
、

脾脏
、

肠道和肌肉等病变组织
,

经匀浆
、

离心等处理后加 PB S 制成 10 % 浓度

的组织液供作检测
。

1
.

5
·

被检染毒细胞材料的制备

将提纯的 G CH V 接种于生长至单层的草鱼 ZC
700 1 吻端组织细胞系

,

吸附 2h 后洗去剩余

病毒
,

加人含 1 %胎牛血清的 1卯培养液
。

然后每隔 1 2h 观察一次细胞病变效应
,

并取一次上

清液样品
,

将其中 1/2 样品用于免疫检测
,

另 l/2 样品用于病毒毒力 TQ [D 以〕
值测定

。

1
.

6
‘

功t- E 以SA 测定

参照氏卿
r
等〔1985 」方法进行

。

将孔径 0
.

22 微米的硝酸纤维素膜 (N CM
,

A 压le r sh出n 公司

产品)依次浸人去离子水和 TB S (0
.

ol mo 丫L Tri
s ~

H o
,

PH 7
.

5
,

0
.

9 % N 别CI)溶液各 5 分钟
,

然后

置于带抽滤设备的点样器上
,

抽滤点样
。

被检样 品用 PB S 倍比稀释
,

每样 品点 25 风
,

37 ℃干燥

1h 后用 TB s 配制的 5 % B SA 封膜 15 分钟
,

然后转人终浓度 5 一 ro l(g / 而 的兔抗 GC H V Ig G

中
,

3 7℃孵育 lh
,

用 珊S 配制的 0
.

0 5 % NP
‘

4O 洗涤 3 次
,

每次 5 分钟
,

然后再加人辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔 IgG (G触
,

HRP
,

华美生物工程公司产品
,

工作浓度 l: J姗)或辣根过氧化物

酶标记的 A 蛋 白 (SPA
~

1{ RP
,

上海生
’

}勿制
‘
(!

; ’;斤* 品
,

工作浓度 1 :
40 )

,

37 ℃作用 lh
,

如上洗 涤 3

次后加底物浴液 (0
.

6 % u AB
,

用 0
.

0 5 : n

心r
』

介
s 一H el

,

pH 7
.

6 配制
,

用之前加 玩仇 至终浓度

0
.

01 % )
,

室温下显色
。

以上操作可用一完整的 N CM 在一平皿内进行
,

也可用打孔器将 N CM

打成直径 4~ 的小孔片
,

然后置微孔测定板 内进行
,

检测中同时设正常鱼组织和细胞提取物

及空白 PBS 等作对照
。

阳性结果呈鲜艳的棕褐色斑点
,

阴性对照为无色
。

1
.

7 SPA
一

Co A 试验

参照杨广智等【199 1] 方法进行
。

金黄色葡萄球菌 C

一
I株经 LB 培养基扩增后

,

用 0
.

01

朋F l尸B
,

声 7
.

5 配成 10 % (w/ v )灭活菌体
,

然后用兔抗 G CHV 妙致敏
。

取致敏菌体和待测

样品各 1卿 滴加在反应板上
,

混匀后观察凝集程度
。

另设对照同 If-
。

1
.

8 EU SA 测定

按常规双抗体夹心法进行〔江育林等
,

1少列)」
。

用鼠抗血清包被滴定板
,

然后依次加人待测

样品
、

兔抗血清和 G A R
,

HR P
,

分别在 37 ℃作用 2h
,

PB S
~

T w e c n
20 洗涤

,

最后用 D AB 显色
,

酶标

仪测定 4卯nm 波长下样品孔 (P) 和对照孔 (N ) 的光密度位
,

以 P/ N ) 2
.

1 定为阳性
。

2 结果

2
.

1 提纯 CC H V 抗原的 Do t
一

E ll SA 检测及与 SPA
~

C劝A 和 E LISA 灵敏度比较

提纯的 G CH V 样品在电镜下呈大量均一的病毒颗粒 (图 l)
,

含量测定结果为 1
.

2 in
g/ 而

,

Do 卜日以SA 检测呈强阳性反应
。

进一步将样 品作系 列稀释 以测 定其检测灵 敏度
,

结果 表 明
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2
.

4 病鱼中不同组织材料的 I灭)t
~

E LISA 检测

为了比较不同组织材料的检测效果
,

取肝脏
、

肾脏
、

脾脏
、

肠道和肌 肉等病变组织分别作

功卜E u S A 检测
,

然后 比较各种组织的检测灵敏度
,

结果显示肾脏 的灵敏度最高
,

其次分别为

脾脏
、

肠道
、

肝脏和肌肉
,

说明前 几种组织 中 G CH V 含量高
,

是供功卜EL ISA 检测 的理想 材料

(表 4 )
。

表 4 5 种病鱼组织 L以
.

可.Is A 检测灵敏度的比较
’

兔

T司日e 4 C劝m 声山朋 of , 巴心柱访ty . 】
翔堪 6化 七如脸‘ 初山 刃以

.

EL ISA

组织液稀释度 肝 脏 肾 脏 脾 脏 肠 道 肌 肉

原 液 + + + + + + + + + + + + + + + +

l : 10 + + + + + + + + + + + + + + + +

l : 100
+ + + + + + 十 + + + + + +

l : 汉幻 + + + + + 十 + + + + +

1 : 1〕洲) + + + + + + + 一

l : 么I 幻 一 + + + + + + 一

l : 3以叉) 一 + + + 一 一

l : 3汉X) 一 + 一 一 一

l: 《以) 一 一 一 一 一

注 : CA R
~

1亚沙显色
。

2
.

5 感染 G C H V 不显症草鱼的 L以
~

EL ISA 检测

为了观察 Do 卜E LISA 对带毒不显症草鱼的检测效果
,

取健康一龄草鱼 72 尾
,

分为 6 个试

验组和一个对照组
,

试验组分别注射感染 G C HV
,

然后置 25 ℃水温饲养
,

每隔 2 天检查感染鱼

的发病症状
,

同时收集组织进行 E以
.

E LIS A 检测
。

结果表明
,

试验组鱼在感染 CC H V 的前 6 天

内均未出现出血病症状
,

第 8 天开始部分鱼出现病症并死亡
,

第 12 天显症及死亡数达到高峰
,

而与之相对应的 L以
.

EL ISA 结果显示
,

试验组鱼在感染 G CH V 后 的第 2 天即可出现 30 % 的阳

性检出率
,

从第 6 天开始 阳性率达 100 %
。

对照组在试验期 间未出现发病
,

检测结果均呈 阴性
。

该试验表明 伪t- E LISA 技术对病毒感染早期带毒不显症的病鱼也有很好的检测效果
,

是草鱼

出血病早期诊断的有效方法 (表 5 )
。

表 5 感染 G CH V 不显症草鱼的 D ot
.

E LIS A 检测

T 创比e 5 D ot
.

E IJ SA fo r 邢 母 . 甲加m 访n ” 口曰触r

感染天数 第 2 天 第 4 天 第 6 天 第 8 天 第 lO 天 第 12 夭 对照组

120001010101001086100104210010001001000图100030试验鱼数 (尾)

显症鱼数 (尾 )

病死鱼数 (尾 )

D d
.

H乃A 阳性率(% )

3 讨论
,

(1 )自 Bal ltta ‘和 G 以刁俪 n 以 NCM 为固相载体
,

应用双抗体夹心法检测 了马铃薯 PV S
、

PV X
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和 PV Y 病毒
,

并首次将此 法命名为 D ot
一

EH SA 以来
,

该技术 已 在多 种病毒检测
‘

卜得到 了应用

【B
a n tt 面 等

,

198 5 」
。

与常规 E I
J

ISA 相 比
,

D ot
一

E I
J

ISA 具有灵敏度高的显著优点
,

这是 因为前者

以聚苯乙烯塑料板作为固相载体
,

在与抗原抗体复合物 的结合过程 中存在明显的泄漏或解吸

附现象
。

sal on en 等〔19 79」曾报道 I薛 在聚苯乙烯载体表面的吸附率只有加人量的 20
.

9 %
,

到

检测反应结束时
,

被吸附的 I多 中又只有 50 % 一
70 % 被最终保存下来

,

即在整个 EHSA 中
,

有

效蛋 白结合率只有 10 %
,

因而大大降低 了检测灵敏度
。

而 D ot
一

E LI SA 以 N CM 为载体
,

对蛋 白

质有高度的亲和力
,

能 比聚苯乙 烯载体提供更为有效的结合表面
,

使抗体和抗原发生牢固结

合
,

从而大大提高检测灵敏度
。

本研究表明应用 D ot
一

E LI SA 检测 GC HV 确有很好的效果
,

其灵

敏度 比常规 E LISA 法提高 10 ~
20 倍

,

比 S以
一

CoA 法提高 5 一 10 倍
,

是 目前 GC 玉IV 检测中最为灵

敏有效的方法
。

(2) 文中选用 了病毒直接 吸附 的间接 D ot
一

E LI SA 法
,

有报道认为它 比双抗体夹心的直接法

更为有效
,

原因是在间接法 中首先吸附在 NCM 上的是病毒抗原
,

而每个病毒抗原表面有多个

抗原决定簇
,

可以与相应数量的抗体分子结合
,

随后再结合同等数量的第二抗体分子
。

而直接

法中首先吸附的是小分子抗体 I舀
,

在有限的吸附表面上即使吸附更多 的够
,

在随后和大颗

粒病毒抗原结合时
,

由于空间的
“

位阻
”

效应
,

实际上结合上去的抗原数量却是有限的
,

这是间

接法灵敏度高的一个原因 [孟 清等
,

199 3」
。

同时实验 中采用了抽滤点样的方法
,

使病毒借助

于外力的作用而驱使其全部加速吸附于 NCM 上
,

使有效抗原数量增加
,

灵敏度相应提高
。

此

外
,

研究中还分别采用了饭R
一

HRP 和sPA
一

HRP
两种方法显色

,

结果表明前者的灵敏度约是后

者的 2 倍
。

提示通过抗体
—

抗原作用原理而发生的 G AR 与 I舀 的结合效率比 SpA 与 I盼 Fc

片段的结合效率高
,

从而使 GAR
.

H R P 的结合 与显色更为有效
。

(3 )D ot
一

E LIS A 检测 GCllV 的结果表明
,

该技术可作为草鱼出血病临床诊断和检疫以及出血

病组织和细胞疫苗质量鉴定的一个灵敏而可靠的指标而应用于生产
,

同时与 SPA
一

CoA 和常规

E U [S A 等检测方法相 比较
,

D ot
一

E IJ SA 在结果判断上产生鲜明的色斑
,

与无色的 N CM 形成强烈

对 比
,

主观误差小
,

同时不需要特殊的酶标仪等
,

因此更适合于基层单位快速
、

准确和易行的检

测需求
。
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